Исследование содержания и состава флавоноидов и фенилкарбоновых кислот растений рода Bupleurum L., культивированных в Беларуси by Бирюкова, Н. М. et al.
Вестник фармации №4 (54) 2011                                                                         Научные публикации
Н.М. Бирюкова1, А.М. Островская1, В.Г. Соколов1, 
Л.В. Кухарева2, В.А. Игнатенко2, Т.В. Гиль2
ИССЛЕДОВАНИЕ СОДЕРЖАНИЯ И СОСТАВА ФЛАВОНОИДОВ 
И ФЕНОЛКАРБОНОВЫХ КИСЛОТ РАСТЕНИЙ РОДА BUPLEURUM L., 
КУЛЬТИВИРОВАННЫХ В БЕЛАРУСИ
1Учреждение Белорусского государственного университета
 «Научно-исследовательский институт физико-химических проблем» 
2Государственное научное учреждение 
«Центральный ботанический сад НАН Беларуси»
Приведены результаты исследования качественного и количественного соста-
ва биофлавоноидов и фенолкарбоновых кислот в образцах лекарственного расти-
тельного сырья володушки, выращенных в коллекционном питомнике Центрально-
го ботанического сада НАН Беларуси, а также прослежена сезонная изменчивость 
содержания этих компонентов. Методами ВЭЖХ, спектрофотометрии и бумаж-
ной хроматографии были идентифицированы агликоны флавонолов и установлено 
высокое содержание биофлавоноидов и фенолкарбоновых кислот. Данные образцы 
могут рассматриваться как перспективное сырье для разработки новых отече-
ственных лекарственных средств.
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ВВЕДЕНИЕ
Фундаментальные и прикладные ис-
следования природных полифенолов 
послужили основой для создания целой 
области фармацевтической индустрии, 
выпускающей сотни наименований ле-
карственных средств, пищевых и био-
логически активных добавок (БАД), ос-
новным компонентом которых являются 
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флавоноиды. Именно в сфере лечебного 
использования флавоноидов традицион-
ная медицина особенно близко сомкну-
лась с имеющими тысячелетнюю исто-
рию восточными системами лечения, 
основанными на использовании лекар-
ственных растений. Флавоноидсодер-
жащие растения привлекают внимание 
исследователей вследствие их перспек-
тивности в получении лекарственных 
средств широкого спектра действия.
В основе антиоксидантного действия 
флавоноидов лежит их способность пода-
влять образование свободных радикалов, 
являющихся причиной возникновения у 
человека многих тяжелых патологий, и 
выводить их из организма. Гидроксильные 
группы флавоноидов содержат подвиж-
ные атомы водорода, легко реагирующие 
с перекисными радикалами и обрывающие 
цепи окисления [1,2].
Выбор объектов исследования, часто 
определяющий результативность рабо-
ты, должен обосновываться потенциаль-
ными или доказанными возможностями 
их практического использования. Виды 
володушек (Bupleurum L.) используются 
в народной и официнальной медицине в 
качестве желчегонных, вяжущих и сти-
мулирующих средств. Фармакологами 
и клиницистами установлено желчегон-
ное и противовоспалительное действие 
настоев из травы володушки, а также 
благоприятное действие володушки зо-
лотистой на выделение желудочного 
сока. Зарубежные ученые объясняют 
фармакологическую активность (капил-
ляроукрепляющее и антигиалуронидаз-
ное действие) видов рода Bupleurum L. 
действием флавоноидов, содержащихся 
в различных органах растения [3,4].
Проведенный анализ рынка продук-
ции, содержащей растения рода Bupleurum 
L., выявил широкий спектр лекарственных 
средств, производимых в странах ближне-
го и дальнего зарубежья [5-9].
Род Bupleurum L. представлен как 
многолетними, так и однолетними травя-
нистыми растениями, имеет обширный 
ареал. Отдельные виды их встречаются в 
Европе, Сибири, Казахстане, Киргизии, 
Монголии, Китае, на Урале и Дальнем 
Востоке. Растут на субальпийских лугах, 
высокогорных полянах, среди смешан-
ных хвойных и лиственных лесов, реже 
на пойменных лугах, в горных тундрах, 
на каменистых склонах в высокогорьях 
[4]. На территории Беларуси растения 
рода Bupleurum L. не произрастают. Од-
ним из условий закладки искусственных 
плантаций полезных растений, в том чис-
ле и лекарственных, является создание 
базы исходного материала, источником 
которого является наличие особей, про-
шедших интродукционные испытания 
и показавших высокие адаптационные 
способности в новых условиях. Полу-
ченные в лаборатории биоразнообразия 
растительных ресурсов ГНУ «Централь-
ный ботанический сад НАН Беларуси» 
результаты позволяют рассматривать 
володушку как лекарственную культу-
ру, перспективную для испытания в про-
мышленных условиях Беларуси.
Целью настоящей работы являлось 
изучение качественного и количествен-
ного состава биофлавоноидов и фенол-
карбоновых кислот и установление вре-
мени оптимальных сроков сбора сырья 
для получения наибольшего выхода 
ценных компонентов в сухой надзем-
ной массе володушек, выращенных в 
коллекционном питомнике лаборатории 
биоразнообразия растительных ресурсов 
ГНУ «Центральный ботанический сад 
НАН Беларуси».
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектами исследования были выбра-
ны образцы володушки золотистой (Bu-
pleurum aureum Fisch.) и володушки круп-
нолистной (Bupleurum rotungifolium L.), 
выращенные в коллекционном питомнике 
лаборатории биоразнообразия раститель-
ных ресурсов ГНУ «Центральный ботани-
ческий сад НАН Беларуси».
Химический анализ образцов на со-
держание отдельных групп фенольных 
соединений проводили с использованием 
следующих методов:
– суммарное количество антоциано-
вых пигментов – по методу [10] с измере-
нием оптической плотности элюатов на 
фотоколориметре КФК-2 при длине волны 
540 нм. Градуировочную кривую строили 
по кристаллическому цианидину, полу-
ченному из плодов аронии черноплодной 
и очищенному по методике [11];
– суммарное количество катехинов – 
по методу [12] с использованием вани-
линового реактива. Расчет проводили по 
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градуировочному графику, составленно-
му по (+)-катехину. Измерение оптиче-
ской плотности элюатов проводили на 
фотоколориметре КФК-2 при длине вол-
ны 490-500 нм;
– суммарное количество флавонолов – 
по методу [13], модифицированному [14]. 
Оптическую плотность элюатов измеряли 
на спектрофотометре VSU=2P (Германия) 
при длине волны 258 нм. Расчет проводи-
ли на кверцетин;
– суммарное количество фенолкар-
боновых кислот – по методу [15]. Опти-
ческую плотность элюатов измеряли на 
спектрофотометре VSU=2P (Германия) 
при длине волны 325 нм. Расчет проводи-
ли по градуировочному графику, состав-
ленному по хлорогеновой кислоте.
ВЭЖХ – анализ агликонов флавоно-
лов проводили согласно методике [16].
Условия экстрагирования: 0,1 г из-
мельченного материала заливали 10 мл 
70 % этилового спирта и проводили экс-
трагирование на кипящей водяной бане 
до полного извлечения флавоноидов 
(4 слива через 30 мин). Для получения 
агликонов водно-спиртовой экстракт 
гидролизовали 2 N раствором хлористо-
водородной кислоты 2 часа на водяной 
бане. После охлаждения гидролизат про-
пускали через фильтр Шотта с диаме-
тром пор 16 мкм.
Условия хроматографирования: для 
выполнения анализа использовали хро-
матограф Agilent 1200, оборудованный 
детектором на основе диодной матрицы. 
Разделение смеси проводили на колон-
ке Zorbaz Eclipse XDB-C18 (150×4,6 мм, 
размер зерна 5 мкм), оснащенной пред-
колонкой Zorbax SB-C18 (4,6×12,5 мм, 
размер зерна 5 мкм), применив гради-
ентный режим элюирования. В подвиж-
ной фазе содержание метанола в водном 
растворе ортофосфорной кислоты (0,1 
%) изменялось от 50 до 52 % за 18 мин. 
Скорость потока элюента 1 мл/мин. Тем-
пература колонки 26°С. Объём вводимой 
пробы 20 мкл. Детектирование осущест-
вляли при λ=370 нм. Для приготовления 
подвижных фаз использовали метило-
вый спирт (ос.ч.), ортофосфорную кис-
лоту (ос.ч.), бидистиллированную деи-
онизованную воду. Для приготовления 
стандартных образцов применяли стан-
дарты флавоноидов производства фир-
мы «Sigma».
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Сопоставление времен удерживания 
сигналов веществ на хроматограммах 
анализируемых образцов со временем 
удержания сигналов стандартных образ-
цов флавоноидов и анализ УФ-спектров 
позволили достоверно идентифициро-
вать в обоих образцах кверцетин, квер-
цетрин, кемпферол и изорамнетин. По 
величине пиков можно судить о том, что 
кверцетин значительно превалировал во 
всех образцах.
На рисунке 1 представлена типичная 
хроматограмма гидролизата этанольного 
экстракта сухой надземной массы воло-
душки.
УФ спектры идентифицированных 
агликонов флавонолов и их формулы 
представлены на рисунках 2-5 [17].
Сезонную изменчивость содержания 
биофлавоноидов и фенолкарбоновых кис-
лот изучали на двух ценопопуляциях в 
2010 году в фазах вегетации, бутонизации, 
цветения и плодоношения (рисунки 6, 7).
Как видно из рисунков 6, 7, в феноль-
ном комплексе исследуемой надземной 
массы володушек золотистой и крупноли-
стой преобладали флавонолы, содержание 
которых различалось по фазам развития. 
Максимальное накопление последних до-
стигалось в фазу вегетации: до 4352 мг% 
для володушки золотистой и до 1178 мг% 
для володушки крупнолистной.
Для володушки золотистой было ха-
рактерно постепенное равномерное нако-
пление антоциановых пигментов с мак-
симумом в фазу созревания семян (3679 
мг%). В отличие от володушки золотистой 
антоциановые пигменты володушки круп-
нолистной накапливались неравномерно 
с максимумом в фазу плодообразования 
(819 мг%) и полным отсутствием в фазы 
цветения и созревания семян.
Были отмечены характерные особен-
ности в изменении содержания катехинов 
володушки золотистой от фазы вегетации 
к фазе созревания семян. Количество кате-
хинов соответственно уменьшалось от 533 
мг% до 338 мг%. Такая же закономерность 
наблюдалась и у фенолкарбоновых кис-
лот – от 1409 до 528 мг%. Максимальная 
сумма биофлавоноидов для володушки 
золотистой, отражающая все текущие тен-
денции, составила 5538 мг% в фазу созре-
вания семян (см. рисунок 6).
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Рисунок 2 – УФ-спектр и структурная формула кверцетрина
Спектр поглощения этанольного раствора кверцетрина характеризуется λмакс.= 260 и 362 нм.
Рисунок 3 – УФ-спектр и структурная формула кверцетина
Спектр поглощения этанольного раствора кверцетина характеризуется λмакс.=257 и 375 нм.
Рисунок 1 – Типичная хроматограмма гидролизата этанольного экстракта сухой 
надземной массы володушки. 
На хроматограмме обозначены агликоны флавонолов: кверцетрин (Rt = 4,977 мин), 
кверцетин (Rt = 7,34 мин), кемпферол (Rt = 12,509 мин), изорамнетин (Rt = 14,007 мин)
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Рисунок 4 – УФ-спектр и структурная формула кемпферола
Спектр поглощения этанольного раствора кемпферола характеризуется полосами в 
УФ-области спектра с λмакс.= 218, 253, 266, 294, 322, 367 нм.
Рисунок 5 – УФ-спектр и структурная формула изорамнетина
Спектр поглощения этанольного раствора изорамнетина характеризуется полосами 
в УФ-области спектра с λмакс.= 253, 370 нм.
Рисунок 6 – Содержание фенольных соединений в сухой надземной массе володушки
золотистой, в мг%
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сумма антоциановых пигментов 702 570 0 819 0
катехины 410 397 306 345 0
флавонолы 1178 979 727 1031 266
сумма биофлавоноидов 2290 1948 1033 2195 266
фенолкарбоновые кислоты 1044 966 765 564 294




Рисунок 7 – Содержание фенольных соединений в сухой надземной массе володушки 
крупнолистной, в мг%
В образцах володушки крупнолист-
ной катехины также плавно расходова-
лись и в фазе созревания семян полно-
стью отсутствовали. Фенолкарбоновые 
кислоты от максимума в фазу вегета-
ции (1044 мг%) заметно уменьшились 
к фазе созревания семян (294 мг%). Эти 
тенденции отразились на суммарном ко-
личестве биофлавоноидов, с плавным 
и волнообразным переходом от фазы к 
фазе, проявляя тем самым своеобразие 
накопления веществ вторичного синтеза 
в процессе вегетации.
Таким образом, изучение особенно-
стей образования и накопления биофлаво-
ноидов и фенолкарбоновых кислот у рас-
тений володушек в течение вегетационно-
го периода позволило установить, что эти 
особенности носят закономерный харак-
тер, тесно связанный с фазами развития в 
условиях произрастания.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Методом ВЭЖХ был изучен состав 
агликонов флавоноидов в образцах воло-
душки золотистой и володушки крупно-
листной, выращенных в коллекционном 
питомнике лаборатории биоразнообразия 
растительных ресурсов ГНУ «Централь-
ный ботанический сад НАН Беларуси», 
и установлен типичный «флавоноидный 
профиль» для этого вида.
Определено, что в володушках золо-
тистой и крупнолистной содержатся зна-
чительные количества биофлавоноидов 
(до 5538 и 2290 мг%, соответственно) и 
фенолкарбоновых кислот (до 1409 и 1044 
мг%, соответственно). Содержание этих 
веществ в значительной степени опреде-
ляется вегетационным периодом. Самый 
высокий уровень накопления биофлаво-
ноидов и фенолкарбоновых кислот на-
блюдался в фазах вегетации и созрева-
ния семян. 
Оба образца володушки, выращенные 
в коллекционном питомнике лаборатории 
биоразнообразия растительных ресурсов 
ГНУ «Центральный ботанический сад НАН 
Беларуси», характеризуются высоким со-
держанием биофлавоноидов и фенолкар-
боновых кислот. С учетом высоких интро-
дукционных показателей, а также острой 
потребности белорусского рынка в создании 
принципиально новых отечественных им-
портозамещающих лекарственных средств 
на основе растительного сырья для лечения 
заболеваний различного генезиса, данные 
образцы, безусловно, представляют интерес 
в качестве перспективного источника био-
флавоноидов и фенолкарбоновых кислот 
как для традиционных, так и качественно 
новых лекарственных средств.
SUMMARY
N.M. Birykova, A. M. Ostrovskaya, 
V. G. Sokolov, L.V. Kukhareva, 
V.A. Ignatenko, T.V. Gil
THE INVESTIGATION 
OF FLAVONOIDS′ AND 
PHENOLCARBONIC ACIDS′ CONTENT 
AND COMPOSITION OF BUPLEURUM L., 
CULTIVATED IN BELARUS
The results of the study of bio avonoids’ 
and phenolcarbonic acids’ content and com-
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position in samples of medicinal plant raw 
material Bupleurum L. cultivated in the col-
lection nursery of the Central Botanical Gar-
den of NAS of Belarus as well as seasonal 
variation of these components are given. Fla-
vonol aglycons composition has been identi-
 ed by HPLS method. High content of bio-
 avonoids and phenolcarbonic acids has been 
determined by the methods of spectzopho-
tometry and paper chromatography. These 
samples can be regarded as a challenging raw 
material for the development of new domestic 
drugs.
Keywords: Bupleurum L., Bupleurum 
aureum Fisch., Bupleurum rotungifolium L., 
 avonoids, quercetin, kaempferol, phenolcar-
bonic acids, HPLC.
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